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Abstract: Antibodies against HSV—2 early antigens (EA) prepared from infected 
HEp-2 cells were analyzed by the Western blotting method using 20 each individual 
sera from uterine cervical cancar (CaCx) patients as well as from healthy control 
women. The number of polypeptide bands reacted with CaCx patients’ sera were 
generally more than that with healthy controls, especially for IgM than IgG 一 class of 
antibodies. IgM antibodies against 3 bands with estimated molecular weight of 110k, 74 
k, and 64k daltons were more frequently detected among CaCx patients than controls 
with statistical significance level of 1%. While, IgG antibodies against 100k dalton band 
were more frequent among CaCx patients than controls with statistical significance level 
of 5%. The 110k and 64k dalton polypeptides were more abundant in nuclear fraction, 
while 74k dalton polypeptide was more in the cytoplasm. The EA primarily containing 
110k and 64k dalton polypeptides was prepared from nuclear fraction of HSV—2 in- 
fected HEp—2 cells after 12 hours of incubation in the presence of cytosine arabinoside 
(Ara—C) and was used to measure IgG and IgM antibody titers among CaCx patients, 
other cancer patients as well as healthy controls by the indirect micro ELISA. An- 
tibody titers against HSV—2 virion antigen was also measured and compared by the 
same procedure. Significant difference was observed between CaCx patients and healthy 
controls and also between CaCx patients and other cancer patients in their IgM titer 
distribution against EA at 196 significance level. Percentage of the specimens with IgM 
titers exceeding the upper limit of healthy controls (360) was 10.896 for CaCx and 1.996 
for other cancer patients, while, difference in the IgG titer against EA was observed 


between CaCx patients and healthy controls at 596 significance level. In contrast, titers 
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Photo. 2. Localization of several HSV—2 EA polypeptides reacting with CaCx 
patients IgM antibodies in HEp—2 cells as shown by the Western 
blotting pattern on the left and its diagram on the right. Inf: infected 
cells, M: mock infected cells, W: whole cells, N: nuclear fraction. C: 
cytoplasmic fraction, Three CaCx patients’ sera were pooled and used 


in the staining. 


有意 差 が 認め られ な か っ た . 
各 抗 体 価 間 の 相関 性 

ELISA で 測定 に 用 いた 抗原 と 測定 され た IgG 又は 
IgM 抗体 の 種々 の 組み 合わ せ に 対し て 子宮 頸 部 患者 
と 健常 人 に つい て 各 人 の 抗体 価 の 間 の 相関 係数 (r) 
を も と め Table 4 に 示し た . 初期 抗原 に 対す る lgM 
抗体 価 と IgG 抗体 価 の 相関 は 子宮 顕 癌 思 者 と 健常 人 
共に 0.56 前 後 と よく 似 た 値 を 示し た が , virion に 対 
する 抗体 価 と 初期 抗原 に 対す る 抗体 価 の 合わ せ で は 
子宮 頸 癌 患者 と 健常 人 の ヶ 値 問 に 差 が 認め られ た . 
即ち ,. 初期 抗原 に 対す る IgG 抗体 価 と virion に 対す 
る IgM 抗体 価 と の ヶ 値 は 子宮 頸 癌 思 者 で 0.625 で ある 
が 健常 人 で は 0.241 と 低い . 同様 の 傾向 は virion に 
対す る IgM 抗体 価 と 初期 抗原 に 対す る IgM 抗 価 価 の 
間 で も 若干 認め られ た . 一 方 , virion に 対す る IgG 


抗体 価 と 初期 抗原 に 対す る IgG 抗 休 価 と の ヶ 値 は 子 
2 AREA CLO. 188+ BR A DIEO0. 4294 0 Aw 
り 低 か っ た . Table 5 は 上 記 の ELISA 抗 体 価 の 相関 
関係 の 各々 の 組み 合わ せ に 対し て 求め られ る 回 帰 直 
線 の 切片 (A) と 勾配 (B) を 示し て いる . これ ら の 
値 の うち 子宮 頸 瘍 患者 と 健常 人 の 間 で 2 倍 以上 差 の 
ある の は 初期 抗原 に 対す る IgG と virion に 対す る 
IgM の 回 帰 直線 の B 値 と , virion に 対す る IgG と 初期 
抗原 に 対す る IgG の 回 帰 直線 の B 値 で ある 。Table4 
に 示し た 様 に , 両 組合 せ 共 , rf ct TERRES 
と 健常 人 の 間 に 差 を 認め て いる . 前 者 の 組み 合わ せ 
の 場合 , 子宮 頸 井 患者 で は 初期 抗原 に 対す る IgG 抗 
体 価 が 上 昇 し た と き virion に 対す る IgG 抗 体 価 の 上 
昇 は 少な く , これ に 対し て 後者 の 組み 合わ せ の 場合 , 
健常 人 で は virion に 対す る IgG 抗 体 価 が 上 昇 し た と 


吸着 後 Ara 一 C(20zg/ml) を 含む 維持 液 (2 %FCS を 
含む Eagle 液 ) を 加え た . 感染 後 12 時 間 の 感染 細胞 
を 集め , PBS で 2 回 洗浄 後 使 用 する まで 一 7?70C に 保 
存 し た . 

ド デ ン ル 硫 酸 ナ トリ ウム (SDS) 存 在 下 で の ポリ ア 
クリ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳動 (SDS 一 PAGE) と ウエ 
スタ ン ブ ロ ッ ト 法 : 感染 細胞 を Disruption buf- 
fer(0.05M Tris—HCI, pH 7.0, 8.5% Sucrose, 
2% SDS, 59$ 2 一 mercaptoethanol) CAEL, 100 
C, 3 分間 熱 変性 後 9% 不 連続 ゲル (Laemmli, 1970) 
を 用 い 20mA の 定 電流 で 泳動 し た . 分 離さ れ た ポリ 
ベ ペプチド は ニトロ セル ロー ス 肛 で に 電気 泳動 で 写し 取 
り , 免疫 酵素 染色 法 に より 検出 し た (Towbin e 
al., 1979; Burnette, 1981; Naser and Milten- 
burger, 1983). 膜 を 3% カ ゼイ ン で 45 分 間 不 活化 後 , 
被 検 血 清 (子宮 頸 痛 患者 20 名 , 健常 人 20 名 ) を 反応 
させ た . IgM 抗体 測定 に は 20 倍 希釈 被 検 血清 , 200 
倍 希 釈 抗 ヒ ト IgM ウサ ギ IlgG, 1, 0008 AR 
HRPO 一 標識 抗 ウ サギ IgG を それ ぞ れ 順に 反応 させ 
た . IgG 抗体 測定 に は 100 倍 希釈 被 検 血清 , 1, 000 倍 
希釈 HRPO 一 標識 抗 ヒ ト IgG を 順に 反応 させ た . 4 
て の 反応 は 37C で 2 時間 行 い 各 反応 間 は PBS で 5 分 
間 3 回 洗浄 した. 次 いで 25g/ml の o 一 dianisidine と 
0.02%DH,0, を 含む PBS 中 で HRPO の 発色 反応 を 
行い 抗体 と 反応 し た バン ド を 検出 し た . 
ELISA 抗 原 の 調整 Virion 抗原 は HSV 一 2 感染 
Vero 細 胞 菩 養 液 を ポリ エチ レン グリ コー ル 沈 殿 後 15 
% 一 50% シ ョ 糖 密度 勾配 遠心 法 で 精製 し た virion を 
用 いた . 初期 抗原 は HSV 一 2 感染 HEp 一 2 細胞 に 
Hypotonic buffer(1.6mM MgCl。, 6mM KCI, 10 
mM Tris—-HCI, pH8.0, 1mM dithiothreitol, 0. 
5% Nonidet P—40) を 加え , 4°, 5 分 間 静 置 後 
1 分間 Vortex ミ キサ ー か く は ん に より 細胞 を 破壊 
し , 480Xg, 10 分 間 遠 心 し た . 上 清 の 細胞 質 分 画 
を 除き , 洗 典 し た 核 分 画 を PBS で 2 回 洗浄 し 超 音 波 
破砕 後 , 100.000Xg, 1 時 間 遠 心 し た 上 清 を 採取 
し , 20% 飽 和 硫 安 で 不溶 性 の も ゃ の を 除い た 後 , 30% 
飽和 人 硫 安 で 沈 典 す る 分 画 を PBS に 透析 し た も の を 
ELISA 用 初期 抗原 と し て 用 いた . 

ELISA 法 : 微量 間接 法 (Voller ef al, 1976) を 
Hw, 96 穴 マイ クロ プロ ー ト に 0.05M 炭 酸 重 炭 酸 緩 
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衝 液 で 希釈 し た 抗原 を 4 一夜 で 反応 させ て 固 相 化 
し , ウツ ウエス タン ブロ ッ ト 法 に 準じ て 反応 させ た . (B 
L, 血清 は PBS-T(0.05% Tween20 と 0.02% 
NaN; を 含む PBS ) TARL, 発色 は 0.5mg/ml の 
o—phenylenediamine Ł 0. 0296/0 H ,O 4 を 含む 0.05 
M ク エン 酸 リ ン 酸 緩衝 液 で 行っ た . ELISA 抗 体 価 
は , 段階 希釈 し た 陽性 標準 血清 の 発色 と 検体 の 発色 
反応 を 比較 し 計算 し た (lgarashi et al., 1981; 
Morita et al., 1982). 

統計 処理 方 法 : STAX の プロ グラ ム を 用 いて マイ ク 
ロコ ンピュータ ー 身 理 を 行っ た . 


結 果 

ウエ スタ ン ブ ロ ッ ト 法 に より 検出 され る 抗原 の 解析 

Photo 1 は 被 検 血清 の IgM 抗 休 ウエ スタ ンプ ブロ 
ッ ト 法 の 染色 パターン を し めす ず す . HSV 一 2 感染 細胞 
中 に は , 彼 検 血清 と 反応 する 10 一 30 の ポリ ペプチド 
バン ド が 認め られ , 個々 の 血清 が 反応 する バン ド の 
数 と 種類 に か な り の 個体 差 が 有る こと が わか っ た . 
IgM 抗体 で は 多い も の で は 約 30 本 , IgG で は 約 20 本 
の バン ド が 確認 で きた が 発色 の 弱い バン ド は その 有 
無 が 一 定 し な い の で , 強く 発色 する も の を 分 子 量 の 
大 きい も の か ら 順 に 番号 を 付け , IgG 抗 休 の 場合 も 
同様 に 処理 し て Fig.1 に まとめ た . この 図 で は 陽性 
に 反応 し た バン ド を 黒 ぬ り で 表し て お り , IgG 抗体 
より も ゃ も IgM 抗体 が 反応 する バン ド の 数 が 多く , 子宮 
吾 癌 思 者 が 健常 人 より も 多く の バン ド を 認識 反応 し 
て いる こと が 判明 し た . さら に 同一 人 に つい て も 
IgM と IgG で は 反応 パタ ー ン に 区 差 が ある こと が 認め 
られ た . それ ぞ れ の バン ド に つい て 陽性 者 数 を 調べ 
た も の を Table 1 に 示し た . IgM 抗体 で は バン ド 
の 5 番目 (分子量 110K), 9 番目 (分子 量 74K), 11 
番目 (分子 量 64K) の 出現 頻度 に 患者 と 健常 人 の 間 
で 統計 的 有意 差 が 認め られ た . IgG 抗体 で は , 3 番 
H (分 子 量 100K) の み に 差 が 認め られ た . 目的 と す 
る ボリ ベ プ チ ド の 細胞 内 で の 局 在 を IgM 抗 休 に 対す 
る ウエ スタ ンプ ブロ ッ ト 法 で 調べ た も の を Photo 2 
に 示し た . OF 110K L64KORY ASF FILE 
内 に 多い の に 対し て , 74K ポ リ ベ ペプチド は 細胞 質 に 
多く 含ま れ て いた . H, 未 感染 細胞 に は これ ら の ポ 
リ ベ ペプチド は 含ま れ て いな か っ た . 
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Photo. 1. Patterns of the Western blotting staining of HSV—2 EA by IgM antibodies 


from CaCx patients. 
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Fig.1. Western blotting detection of HSV 


from control sera. 
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ELISA 法 に よる 抗体 価 の 測定 

Fig. 2 は 間接 ELISA 法 に よる 子宮 頭 癌 患者 と 健 
常人 及び その 他 の 閣 患 者 の HSV 一 2 初期 抗原 に 対す 
る IgM お よび IgG 抗体 価 の 頻度 分 布 を , Fig. 3 は 
Virion に 対す る 抗体 価 の 頻度 分 布 を それ ぞ れ 示し 
て いる . Table 2 は それ ぞ れ の グル ー プ の 抗体 価 
の 幾何 平均 値 (GMT ) と 上 限 及び 瘍 患者 で 健常 人 の 
抗体 価 の 上 限 を 越え る 値 を 示す 者 の 数 と % を 示し て 
いる . 健常 人 の 初期 抗原 に 対す る IgM 抗体 価 の 上 
限 は 360 で あっ た が , d mE SERERE CHE VEL E 
示す 者 が 22 名 (子宮 頸 瘍 患者 の 10.8%), 他 の 癌 患 
者 に は 1 名 (1.9%) 存 在 し た . 初期 抗原 に 対す る 
IgG 抗体 価 で は 子宮 頸 冶 患 者 の 3 名 (1.5%) が 他 
の グル ー プ の 抗体 価 上 限 以上 の 値 を 示し た . 一 方, 
virion に 対す る IgM 抗 体 価 で は 子宮 頸 瘍 患者 の 6 名 
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(2.9%) が 健常 人 の 値 を 示し た が 他 の 癌 患者 で は そ 
の よう な 者 は 見 られ な か っ た . X, virion に 対す る 
IgG 抗体 価 で は 子宮 頸 癌 患者 の 10 名 (5.0%) と 他 の 
BEKO B (3.7%) が 健常 人 の 上 限 以上 の 値 を 示 
E. | 
次 いで 初期 抗原 及び virion に 対す る IgM 及び 
IgG ELISA 抗体 価 の 有意 差 検定 を 各 グ ルー プ 間 の 
組み 合わ せ に つい て 行い Table 3 に まとめ た . T 
宮頸 韻 加 者 と 健常 人 の 間 に は 初期 抗原 に 対す る lgM 
及び IgG 抗体 共に 危険 率 1 % で 有意 差 が あり , 
virion に 対し て は IgG 抗体 の み 危 険 率 5% で 有意 差 
が 認め られ た . FREES L ROBB AO talie tt 
初期 抗原 に 対す る IgM 抗 休 価 で の み 危 険 率 1 % CH 
意 差 を 認め た . 一 方 , 他 の 癌 患者 と 健常 人 の 間 で は 
初期 抗原 及び virion に 対す る ITgG 及 び IgM 抗 体 共 に 


Table 1. Polypeptides of HSV-2 early antigen detected by the Western 
blotting using Sera from CaCx patients and healthy controls 


IgM 
Band CaCx Healthy Molecular 
No. patient control weight 
l 8 7 
2 1 0 
3 8 T 
4 2 2 
5 13 3^ 110k 
6 12 6 
7 0 2 
8 7 2 
9 10 2 74k 
10 1 0 
11 11 2* 64 k 
12 2 ] 
13 1 1 
14 7 3 
15 3 0 
16 5 2 
17 10 5 
18 10 4 
19 2 1 


IgG 
Band CaCx Healthy Molecular 
No. natient control weight 

1 

2 10 4 

4 

5 

6 f 

7 75k 
8 

9 


6 
2 
3 
5 
4 
3 
2 
2 
2 
2 
2 
3 
2 


ore O m B e © bo O A O N 


Molecular weights of polypeptides were shown only for those combinations with significant 
difference between CaCx patients and controls at 1% (*) or 325 (5) level. 
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against virion antigen showed significant difference at 5% level only in IgG antibodies 
between CaCx patients and healthy controls. Correlation coefficients and equation of 
linear regression for each combination of antibodies and antigens indicated some dif- 
ference between CaCx patients and healthy controls in terms of production of HSV —2 
EA and virion, or their antigen recognition process. Follow—up studies on 39 
postoperative CaCx cases showed that recurrence was observed among 5 of the 11 
cases with significant increase in their IgM —ELISA titers against HSV—2 EA. No 
recurrence was observed among 28 cases with decreasing or constant IgM — ELISA 
titers during observation period, although 3 of them showed high IgM titers exceeding 
the upper limit of 360 for healthy controls. Difference between these 2 groups was 


statistically significant of less than 0.5% level. 


Key words: Western blotting, Early antigen, Herpes simplex virus type 2, ELISA 
Trop. Med. 28(3), 165—178, September, 1986 


緒 
1970 年 前 後 か ら 子 宮頸 痛 と 単純 ヘル ベス ウイ ルス 
2 型 (HSV—2) 感染 と の 関連 が 述べ られ て 以来 , 
癌 患者 と 健常 人 を 対象 と する 血清 疫学 的 調査 が な さ 
れ て きた (Rawls et al., 1977). その 結果 ある 種 
の 初期 抗原 を 冶 関 連 抗 原 と する 報告 (Aurelian ef 
1973a, b, 1981; Hollinshead et al., 1976; 
Gilman et al., 1980; Dressman et al, 1980 
1981), TEEF EE A 
内 の HSV 一 2 特異 的 DNA な いし は RNA の 検出 
(Frenkel e£ al., 1972; Eglin et al., 1981; 
McDougall e? al., 1982), EER 5HSV-—20 
分 離 (Aurelian and Strandberg, 1974) 等 の 報告 
が な され て きた が , HSV—2LE- EWUELOBEE 
耕 定 的 と する 報告 も あり (Notter and Docherty, 
1976; Heise et al., 1979; Arsenakis ef al., 1980; 
1981), 未だ 明確 な 結論 を 得 
て いな い . そこ で 著者 等 は HSV 一 2 及び 1 型 ヘ ル ベ 
スウ イル ス (HSV—1) 感染 HEp 一 2 細胞 か ら ウ イ 
ルス 特異 的 初期 抗原 (EA) を 調製 し ベル オキ シダ ー 
ゼ (HRPO) で 標識 し た 後 , 直接 ELISA 法 に よっ て 
子宮 頸 瘍 患者 血清 と 健常 人 血清 の 抗体 価 を 測定 し た 
(Maeda ef aL, 1986). その 結果 子宮 頭 韻 患 者 に は 
HSV—1EQ HSV—2 EA に 対す る IgM 一 ELISA 
抗体 価 が 健常 人 の 抗体 価 上 限 よ り も 高い 者 が 若干 存 
在 する 事 が 判明 し た が , この 方 法 の 感度 並び に 使用 


Dill 


al., 


Kaufman et al., 


Arsenakis and May, 


し た 抗原 の 純度 が 低い た め に 明確 な 結論 を 得る に 至 
ら な か っ た . そこ で 今回 は ウエ スタ ン ブ ロ ッ ト 法 に 
より 各 20 名 の 子宮 頸 瘍 思 者 と 健常 人 血清 の HSV 一 2 
EA に 対す る 反応 性 を 解析 し , 健常 人 に 比較 し て 子 
宮頸 癌 患者 血清 と 反応 する 特徴 的 な ポリ ベ ペプチド の 
有無 を 調べ , これ ら の ポリ ペプチド を 含む 初期 抗原 
を HSV—2 感染 HEp 一 2 細胞 核 よ り 調整 し , Z 
の 抗原 及び HSV 一 2 virion 抗 原 を 用 いた 間接 ELISA 
法 に より , TERREA, EA E QVO fü XS 
者 の lgM 及 び IlgG 抗 体 価 に 有意 差 が ある か 否 か を 検 
討 し た . 


材料 と 方 法 
ウイ ルス : HSV 一 2 (Savage 株 ) を 用 い , 感染 価 は 
プラ ー ク 法 で 測定 し た . 高 力 価 の 種 ウ イル ス を 得る 
た め に ウイ ルス を Vero 細 胞 で 増殖 後 , Hib CH 
縮 し , 一 70C に 保存 し た . 
細胞 : Vero 細 胞 を ウイ ルス の 増殖 と 感染 価 測定 に , 
HEp 一 2 細胞 を ウエ スタ ン ブ ロ ッ ト 法 及び ELISA 用 
初期 抗原 作製 に それ ぞ れ 用 いた . 両 細 胞 共 37C で 10 
% 胎 児 牛 血清 (FCS) を 含む Eagle 液 で 培養 し た . 
被 検 血清 : 子宮 頸 韻 恵 者 204 名 257 血 清 , 健常 人 
167 名 169 血 清 , その 他 の 癌 患者 54 名 65 血 清 を 30 
ー80 才 の 女性 か ら 得 た . 
HSV 一 2 感染 細胞 の 作製 : HEp 一 2 細胞 に HSV 一 2 
を 感染 多重 度 (moi)20 で 感染 させ , 37°C, 1 時 間 
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Fig. 2. Distribution of IgM and IgG 
in sera from CaCx patients, 
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Fig. 3. Distribution of IgM and IgG ELISA titers against HSV —2 virion antigen 
in sera from CaCx patients, other cancer patients and healthy controls. 
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Table 2. Geometrical mean titer (GMT) and upper limit of ELISA titers 


Immuno Assay Specimens ELISA Titer Number and (27) 
Total So ee over healthy 
globulin antigen Categoly number GMT upper limit upper limit 
Healthy 164 | 118 360 
IgM CaCx 201 224 3000 22 (10.8) 
Ex Other Cancer 54 133 394 161.9) 
Healthy 167 8580 61236 
IgG CaCx 204 13602 80000 3 ( 1.5) 
Other Cancer 54 10713 56558 0€0 ) 
Healthy 165 42 222 
IgM CaCx 204 52 560 6 (2.9) 
" Other Cancer 54 47 148 0€0 ) 
virion | l 
Healthy 165 5961 30239 
IgG CaCx 202 8672 175124 10 € 5.0) 
Other Cancer 54 10983 162142 2 € 3.7) 


Table 3. Statistical significance level between ELISA titers 


CaCx & | Other cancer 


Healthy Other cancer & Healthy 


Assay antigen Immuno globulin 


- IgM 1% 1% 20— 3025 
IgG 1% 5— 1025 10— 20% 
E IgM 5— 1025 30— 4095 40— 5025 
virion 
IgG 5 25 50— 6075 10— 204; 


Table 4. Correlation coefficient (r) between ELISA titers 


X-axis Y-axis r-value 
Immuno Assay inimung. P rm m CaCx - Healthy 
globulin antigen globulin antigen patients control 
IgM virion IgM EA 0.434 0.257 
IgG EA IgM EA 0.564 0.559 
IgG virion IgM EA | 0.298 0.320 
IgG EA IgM virion 0.625 0.241 
IgG virion IgM virion 0.176 0.336 
IgG virion IgG EA . 0. 188 0.429 


Uu ME I Es i P テー 


174 


Table 5. Equation of linear regression line (Y=A+BX) 


CaCx patients | 


X —axis | 
Immuno | Assay | Immuno | Assay | 
globulin antigen globulin antigen 

IgM | virion IgM | EA 
IgG EA IgM EA 
IgG: sien IgM EA 
IgG EA IgM virion 
IgG virion IgM virion 
IgG virion IgG EA 


A B A B 
-— 2 — E 
1.68 0.34 | 1.66 0.22 
cae ans | 0.57 0.38 
m | 0.13 1.30 0.19 
1.27 | 0.07 | 0.84 0.18 
1.20 0.10 0.71 0.23 
3.63 | 0.99 | 2.40 0.38 


Table 6. Change in IgM-ELISA titer against HSV-2 EA during 
follew-up studies on operated CaCx patients 


IgM-ELISA titer 


Change limit 360* 
over 
Increase 
under 
Decrease or over 
no change under 
Total | 


Number of cases 


Recurrence 
Total 
+ — 

3 1 4 
2 5 7 
0 3 3 
0 25 25 
5 34 39 


* Upper limit of IgM-ELISA titer against HSV-2 EA for 


healthy control. 


き 初 期 抗 原 に 対す る IgG 抗体 価 の 上 昇 が 少な い 事 を 
示し て いる . これ ら の 結果 は 子宮 顕 韻 患 者 と 健常 人 
の 間 に HSV 一 2 の virion 抗 原 と 初期 抗原 に 対す る lgG 
及び IgM 抗体 反応 性 に 差 が か ある 事 を 示し て いる . 
子宮 顕 韻 術 後 患者 の HSV 一 2 初期 抗原 に 対す る IgM 
抗体 価 

Table 6 は 子宮 頸 交 患者 の 術 後 追 跡 調査 の で きた 
39 例 に つい て 調査 期間 中 の HSV 一 2 初期 抗原 に 対す 
る IgM ELISA 抗 体 価 の 変化 を 示し て いる . 抗体 価 
が 調査 期間 中 に 上 昇 し た も の が 11 例 有り その 内 5 例 

(45% ) に 子宮 頸 瘍 の 再発 が 認め られ た が , 抗体 価 
の 上 昇 を 示さ な か っ た 28 例 に つい て は 健常 人 の 抗体 
価 上 限 以 上 の 抗体 価 を 示し た 3 例 を 含め 未だ 再発 は 


認め られ て いな い . 両者 間 の 差 は 危険 率 0.5% 以 下 
で 極め て 有意 で ある . 


考 z 

ウエ スタ ンプ ブ ロッ ト 法 に よる 反応 パタ ー ン を も と 
に 子宮 頸 癌 患者 に 特異 的 と 考え られ る ポリ ベ プ チ ド 
を 含む HSV 一 2 初期 抗原 を 用 いた ELISA 法 を 行っ た 
結果 , Table 2 及び Table 3 に 示し た よう に 子宮 
頸 瘍 患者 は 他 の 冶 思 者 及び 健常 人 と 有意 に 人 違っ た 
IgM 抗体 反応 を 示す と いう 結果 を 得 た . また 三 者 の 
virion に 対す る 反応 性 及び Table 4, 5 の 結果 か ら 
考え て , 子宮 頸 瘍 患者 に HSV 一 2 感染 既往 が ある も 
の が 多い と いう の で は な くむ し ろ HSV 感染 の 既 


往 に は 大 き な 差 は な い が , 感染 後 初期 抗原 が 発現 し , 
virion 形 成 に 至る 過程 , 或 は これ ら の 抗原 の 誰 識 過 
程 に 子宮 頸 癌 患者 と 健常 人 の 間 で 何ら か の 人 違い が 有 
る 可能 性 が 示唆 され る . この 原因 と し て , 子宮 頸 部 
細胞 に HSV 一 2 の 初期 抗原 が 多く 発現 する と 疾 化 に 
つなが る の か , 癌 化し た 細胞 に 初期 抗原 が より 多く 
発現 する の か , 癌 化し た 細胞 に HSV が 感染 し ゃ す 
い の か , 未だ 明らか で な い が , 初期 抗原 発現 の メカ 
ニズム に 子宮 頸 癌 患者 と 他 の 冶 患 者 或 は 子宮 頸 癌 串 
者 と 健常 人 の 間 に 差 が ある 可能 性 も 考え られ る . 

初期 抗原 に 対す る IgM ELISA 抗 体 価 の 頻度 分 布 
(Fig. 2) 及び 抗体 価 の 上 限 (Table. 2) か ら 初 期 
抗原 に 対す る IgM ELISA 抗体 価 が 360 を 越え る 例 
で は 子宮 頸 瘍 の 可能 性 が 高く , また Table 6 の 結果 
か ら 術 後 追 跡 調 査 中 に HSV 一 2 初期 抗原 に 対す る 
IgM 抗体 価 の 上 昇 し た 場合 に は 子宮 頸 部 再発 の 可能 
性 を 疑う こと も 可能 で は な いか と 思わ れる . 

HE, 子宮 頭 韻 の スク リー ニン グ は vaginal 
smear に よる 細胞 診 に より 行わ れこ の 方 法 に 勝る も 
の は 無い の が 現実 で も ある が , 血清 中 に な ん ら か の 子 
宮頸 部 に 特徴 的 な マー カー を 見 つけ る こと が 出来 れ 
ば 癌 検診 の 受診 率 の 上 昇 に つなが る と 思わ れる . 現 
在 ま で いく つか の 子宮 名 韻 関連 抗原 の 報告 が な され 
て いる が 進行 癌 に な ら な いと 健常 人 と の 差 が 明らか 
で な くく 早期 発見 に 貢献 し て いな い (Levi, 1971; 
Gall et al., 1973; Chiang et al., 1977; Kato 
1977; Ibrahim et al., 1979; 
Hainess ef aL, 1981). この 論文 に 示し た 方 法 は 早 
期 部 で も 高い 抗体 価 を 示す も の を 見 つけ られ る 事 
と , 抗体 価 の 上 昇 し た 例 に 再発 が 認め られ た 事 か ら , 
子宮 頸 郊 の 早期 発見 と 術 後 追 跡 調査 中 の マー カー と 
し て 用 いら れる 可能 性 も 考え られ る と 思わ れる . 


and Torigoe, 


結 
ウエ スタ ン ブ ロ ッ ト 法 に より 子宮 頸 癌 患者 と 健常 
人 各 20 名 の 血清 の HSVー2 感 染 HEp 一 2 細胞 か ら 得 


E 
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られ た 初期 抗原 に 対す る 反応 パタ ー ン を 検討 し た 。 
子宮 頸 癌 患者 の 血清 は 健常 人 血清 に 比べ て より 多く 
の ポリ ベ ペプチド と 反応 し て お り 、 こ の 傾向 は IgG 抗 
体 よ り も IgM 抗体 で 強く 認め られ た 。 分 子 量 110K, 
74K, 64KK の ポリ ペプチド に 対す る lgM 抗 休 の 反応 
性 は 子宮 頸 韻 患 者 と 健常 人 で 有意 差 が あり 、IgG 抗 
体 で は 分 子 量 100K の ポリ ベ ペプチド に 対す る 反応 性 
に 両者 間 で 差 が 認め られ た 。 分子 量 110K と 64K の 
ポリ ペプチド は 主として 核 に 存在 する の に 対し て 、 
分 子 量 74KK の ポリ ペプチド は 主 に 細胞 質 に 存在 し 
Te 

HSV 一 2 感染 HEp 一 2 細胞 を Ara 一 存在 下 に 12 時 
間 培 養 し 、 核 か ら 分 子 量 110 氏 と 64K の ポリ ベ プ チ 
ド を 含む 抗原 を 調整 し 、 微 量 間 接 ELISA に より 子 
SEGURA. EBA, RUZ OWO EA MO 
IgG 及び IgM 抗体 価 を 測定 し 、virion に 対す る 抗体 
価 の 結果 と 比較 し た 。 初 期 抗原 に 対す る 。 IgM 抗体 
価 で は 子宮 頸 癌 患者 と 健常 人 、 及 び 子 宮頸 癌 思 者 と 
その 他 の 癌 患者 と の 間 に 危 険 索 1 % で 有意 差 を 認め 
た 。 健常 人 の 抗体 価 上 限 で ある 360 以 上 の 値 を 示し 


eB FRM K C224% (10.8%) 、 他 の 瘍 患者 


で 1 名 (1.9%) 存 在 し た 。 初 期 抗原 に 対す る lgG 抗 
体 価 で は 子宮 頸 癌 患者 と 健常 人 の 間 に 危 険 率 5% で 
有意 差 を 認め た 。 一 方 、virion 抗 原 に 対し て は 子宮 
頸 韻 患者 と 健常 人 の 間 で IgG 抗体 で の み 危 険 率 5 96 
で 有意 差 を 認め た 。 初 期 抗 原 と virion 抗 原 に 対す る 
lgG 及 び IgM 抗 体 価 そ れ ぞ れ の 間 で の 相関 係数 と 回 
帰 直線 の 係数 か ら 、 子 宮頸 部 患者 と 健常 人 の 間 に は 
HSV 一 2 の 初期 抗原 及び virion 形 成 過 程 、 な いし は 
それ ら を 抗原 と し て 認識 する 過程 に お いて 差 の ある 
事 が 推測 され た 。 子 宮頸 冶 加 者 の 術 後 追 跡 調査 を 行 
っ た 39 例 に つい て 、HSV 一 2 初期 抗原 に 対す る IgM 
ELISA 抗 体 価 が 上 昇 し た 11 例 中 5 ATERRO 
再発 を 認め た の に 対し て 、 抗 体 価 が 下降 な いし は 変 
(E Lite ds 7:280] a EISE Ux 8o SAH. BER] OO 
差 は 危険 率 0.5% 以 下 で 有意 で あっ た 。 
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